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Priifungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@ Verfahren zur Bestimmung von Proteinen, Proteinstrukturen und Nukleinsauren aus Kdrperflussigkeiten 

Es wird ein Verfahren zur Bestimmung von Proteinen, Pro- 
teinstrukturen und Nukleinsauren, die aus Proben von Kdr- 
perflussigkeiten stammen, beschrieben. Das Verfahren ist 
dadurch gekennzeichnet, daB die Probe von einem gegebe- 
nenfails ein mikrobizides Mittel enthaltenden, saugfahigen 
Trbgeraufgenommen wird, wobei dersaugfahigeTrager mit 
einem die Proteine und Nukleinsauren stabilisierenden Zu- 
satz versehen ist, die getrocknete Probe eluiert und dem 
Diagnoseverfahren zugefuhrt wird. 
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PatentansprUche 

1. Verfahren zur Bestimmung von Proteinen, Pro- 
teinstrukturen und Nukleinsauren, die aus Proben 
von Korperflussigkeiten stammen, dadurch ge- 5 
kennzeichnet, daB die Probe von einem gegebe- 
nenfalls ein mikrobizides Mittel enthaltenden, saug- 
fahigen Trger aufgenommen wird, wobei der saug- 
fahige Trager mit einem die Proteine und Nuklein- 
sauren stabilisierenden Zusatz versehen ist, die ge- 10 
trocknete Probe eluiert und dem Diagnoseverfah- 
ren zugefiihrt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der stabilisierende Zusatz im wesent- 
lichen aus leicht wasserldslichen, nicht hygroskopi- 15 
schen Zuckern oder Glycolen besteht. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die nicht hygroskopischen Zuk- 
ker Mono-, Di- oder Oligosaccharide sind. 

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, 20 
dadurch gekennzeichnet, daB der nicht hygroskopi- 
sche Zucker Saccharose ist. 

5. Verfahren nach Anspruch 1,' dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der Trager mit 1 bis 50 Gew.-°/oiger, 
vorzugsweise 10 bis 40 Gew.-°/oiger, besonders be- 25 
vorzugt 20 bis 35 Gew.-%iger Losung des Zusatzes 
behandelt worden ist und die gelosten Zusatzc in 
fester Form auf dem saugfahigen Trager vorliegen. 

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Proteine Antikor- 30 
per, Enzyme oder Strukturproteine sind. 

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Korperflussigkei- 
ten Blut, Urin, Liquor und/oder Sekrete sind. 

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, 35 
dadurch gekennzeichnet, daB der saugfahige Tra- 
ger aus einem waBrig benetzbaren Material be- 
steht. 

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, daB das waBrig benetzba- 40 
re Material ein poroser Filter aus Celluiosepapier 
oder pordsem Kunststoff ist. 

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet, daB als Diagnoseverfah- 
ren ein zellularer ELISA, ein zellularer RIA, die 45 
zellulare Immunfluoreszenzmikroskopie, die Cyto- 
fluorimetrie, die Fluoreszenzspektralphotometrie, 
E1A (enzyme immuno assay) oder ein ELISA einge- 
setzt wird. 

11. Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verfahrens 50 
nach Anspriichen 1 bis 10, bestehend aus einem 
Laminataus 

a) einer oberen hydrophoben Folie mit Aus- 
sparungen, 55 

b) einer unteren hydrophoben Folie mit zu den 
Aussparungen der oberen Folie coaxialen 
Aussparungen, ( 

c) einem dazwischen Iiegenden saugfahigen 
Material, das allseitig iiber die Kanten der 60 
Aussparungen der Folien herausragt, mit ei- 
nem Proteine und Nukleinsauren stabilisieren- 
den Zusatz versehen ist und 

d) gegebenenfalls einer oberen und/oder unte- 
ren abziehbaren Deckfolie, die auf der oberen 65 
und/oder unteren hydrophoben Folie aufge- 
bracht ist. 
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12. Vorrichtung zur Durchftlhrung des Verfahrens 
nach Anspriichen 1 bis 10, bestehend aus einer hy- 
drophoben Folie mit Aussparungen, wobei die Aus- 
sparungen mit einem saugfahigen Material iiber- 
klebt mit einem Proteine und Nukleinsauren stabi- 
lisierenden Zusatz versehen sind und gegebenen- 
falls jeweils eine abziehbare Deckfolie auf der 
Ober- und/oder Unterseite der hydrophoben Folie 
angebracht ist. 

13. Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verfahrens 
nach einem der Anspriiche 1 bis 10, bestehend aus 
einer streifenformigen hydrophoben Folie, auf die 
in Abstanden Stiicke aus saugfahigem Material mit 
einem Proteine und Nukleinsauren stabilisierenden 
Zusatz aufgebracht sind. 

14. Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verfahrens 
nach Anspriichen 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, 
daB die hydrophobe Folie aus einem Papierstreifen, 
der mit einem Proteine und Nukleinsauren stabili- 
sierenden Zusatz versehen ist, besteht, der mit Aus- 
nahme von Aussparungen hydrophobiert ist, oder 
die Aussparung durch eine hydrophobe Umran- 
dung von der Umgebung getrennt ist. 

15. Vorrichtung nach Anspriichen 11 bis 14, da- 
durch gekennzeichnet, daB sie als lange, aufrollbare 
Streifen vorliegen. 

Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung 
von Proteinen, Proteinstrukturen und Nukleinsauren, 
die aus Proben von Korperflussigkeiten stammen. 

Die medizinische Analytik hat ihre mit Abstand groB- 
te Bedeutung in der Analyse waBriger Koprperflussig- 
keiten und Ausscheidungcn crreicht, wic der Blut-, 
Sero-, Liquor- und Urinanalytik. 

Medizinische Analysen werden in der Regel an fri- 
schem Probenmaterial durchgefuhrt Die forensische 
Medizin hingegen ist haufig auf die Analyse eingetrock- 
neter Spuren von Korperflussigkeiten, beispielsweise 
Blut, angewiesen. Aus solchen Proben konnen serologi- 
sche Parameter nur noch in stark eingeschranktem Um- 
fang nachgewiesen werden.. Ein bekanntes Beispiel fur 
eine solche Analytik ist die Blutgruppenzuordnung auch 
bei eingetrocknetem Analysematerial. Eine Haplo-Typi- 
sierung ist jedoch nicht mehr moglich, Es ware somit in 
der medizinischen Analytik von groBter Bedeutung, 
wenn Diagnose und Analyse korpereigener Proben mit 
getrock'netem Material moglich waren. Es sei in diesem 
Zusammenhang nur auf die AIDS-Serologie hingewie- 
sen, das heiBt auf den Nachweis von Antikorpern, die 
gegen das AIDS-Virus (HIV) gerichtet sind. Derartigc 
AIDS-Tests werden an groBen Koilektiven durchge- 
fuhrt. Die Untersuchung ganzer Bevolkerungskreise 
wird diskutiert Dabei ist bereits die Probenentnahme 
durch Punktion einer Vene problematisch, da sie nur 
vom Arzt durchgefuhrt werden darf. AnschlieBend mus- 
sen flussige Blutproben oder Seren sicher versandt wer- 
den, Infolge der Bruch- und Infektionsgefahr ist eine 
Versendung. wenn iiberhaupt, nur unter erhohtem Risi- 
ko moglich. 

Des weiteren ist der Transport dieser gefahrlichen 
infektiosen Flussigkeiten mit hohen Kosten verbunden. 

Es ist seit langerer Zeit bekannt, daB beispielsweise 
Antikorper aus getrocknetem Blut eluiert werden kon- 
nen (H.D. Bredc, 1956, Zentralblatt fur Bakteriologie, 
Parasitenkunde, Infcktionskrankheiten und Hygiene, 
167, 31 bis 37). In der Patentanmeldung P 37 14 445 wird 
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speziell fiir die Analytik von Anti-HtV-Antikorpern (hu- 
man immune deficiency virus) ein Verfahren vorge- 
schlagen, urn aus Trockenblut, welches auf Filterpapier 
fixiert ist, mit Hilfe eines Immunfluoreszenztestes die 
spezifischen Antikorper nachzuweisen. Das Verfahren 
funktioniert jedoch zufriedenstellend nur, wenn von 
frisch getrockneten Blutproben ausgegangen wird. Ei- 
ner weiten Nutzbarmachung dieses Systems steht je- 
doch entgegen, daB die biologische Aktivitat der Anti- 
korper durch langere Lagerung und/oder hohere Tem- 
peratur stark beeintrachtigt wird. 

Der Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, ein 
Verfahren bereitzustellen zur Bestimmung von Prote- 
inen, Proteinstrukturen und Nukleinsauren, die aus Pro- 
ben von Korperflussigkeiten stammen, wobei die Akti- 
vitat dieser Bestandteile der Korperflussigkeiten auch 
bei einer langeren Lagerung selbst bei hoheren Tempe- 
raturen keine Beeintrachtigung erfahrt. 

Oberraschenderweise wird die der Erfindung zugrun- 
de liegende Aufgabe durch ein Verfahren gelost, wel- 
ches dadurch gekennzeichnet ist, daB die zu untersu- 
chende Probe von einem gegebenenfalls ein mikrobizi- 
des Mittel enthaltenden, saugfahigen Trager aufgenom- 
men wird, wobei der saugfahige Trager mit einem die 
Proteine und Nukleinsauren stabilisierenden Zusatz 
versehen ist, die getrocknete Probe eluiert und dem 
Diagnoseverfahren zugefiihrt wird. 

GemaB einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Er- 
findung besteht der Proteine, Proteinstrukturen und 
Nukleinsauren stabilisierende Zusatz im wesentlichen 
aus leicht wasserlSslichen, ntcht hygroskopischen Zuk- 
kern oder Glycolen. Die nicht hygroskopischen Zucker 
stammen vorzugsweise aus der Gruppe der Mono-, Di- 
oder Oligosaccharide. Als Beispiel fur ein erfindungsge- 
maB verwendbares Disaccharid wird Saccharose ge- 
nannt. Die erfindungsgemaB verwendbaren saugfahigen 
Trager bestehen vorzugsweise aus einem waflrig be- 
netzbaren Material, besonders bevorzugt aus porosen 
Filtern, aus Cellulosepapier oder porosem Kunststoff. 
Die saugfahigen Trager werden mit 1 bis 50 
Gew.-%iger, vorzugsweise 10 bis 40 Gew.-°/oiger, be- 
sonders bevorzugt 20 bis 35 Gew.-°/oiger Losung des 
erfindungsgemaBen Zusatzes behandelt. Nachdem die 
Losung bis zur Sattigung aufgenommen worden ist, 
wird der saugfahige Trager getrocknet, so daB die Zu- 
satze in fester Form auf dem saugfahigen Trager vorlie- 
gen. 

Die mit der Methode bestimmbaren Proteine sind 
insbesondere Antikorper, Enzyme oder Strukturprotei- 
ne. 

Das erfindungsgemafle Verfahren kann fur Korper- 
flussigkeiten wie Blut, Urin. Liquor und/oder Sekrete 
verwendet werden. Nach derElution. die vorzugsweise 
nach Rekonstituierung der Probe in einer feuchten 
Kammer durchgefiihrt werden sollte, kann die zu unter- 
suchende Probe bekannten Verfahren der klinischen 
Diagnostik wie zellularem ELISA, zellularem RIA, die 
zellutarer lmmunfluoreszenzmikroskopie, Cytofluori- 
metrie Fluoreszenzspektralphotometrie, E1A (enzyme 
immuno assay).oder ELISA unterworfen werden. 

Zur Durchfiihrung des erfindungsgemaBen Verfah- 
rens sind folgende Mittel geeignet: 

1. eine Plastikfolie mit Lochern (3 mm Durchmes- 
ser) in Objekttragermaskenformat und Filter- 
scheibchen, zum Beispiel 3MM- Filter der Firma 
Whatman (Durchmesser 5 mm), die auf die Loch- 
rander geklebt sind und einen Proteine. Protein- 
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strukturen und Nukleinsauren stabilisierenden Zu- 
satz aufweisen (siehe Fig. 1 a und 1 b) oder 
2. Filter aus steifem Papier, die einen Proteine, Pro- 
teinstrukturen und Nukleinsauren stabilisierenden 
5 Zusatz aufweisen, zum Beispiel 3MM-Filter (What- 
man) mit Objekttragerformatierung, bei der entwe- 
der die gesamte Maske plastifiziert oder hydro- 
phob gemacht wurde oder die Filterscheibchen- 
markierung mit hydrophobem, das Filter durch- 
io dringendem Druckmaterial aufgebracht wurde 
(siehe Fig. 2 und 3). 

Es sind jedoch alle Mittel geeignet, die verhindern, 
daB Serumbestandteile oder LOsungen der Elutionspuf- 

15 fer Ursache fiir storende Kontaminationen sein konnen. 
Die Abbildungen zeigen Vorrichtungen zur Aufnah- 
me einer Blutprobe, die als Trockenblutprobe lagerfa- 
hig und ohne Kuhlung transportfahig ist Eine Blutprobe 
befindet sich in einer Kapillare (1). Aus der Kapillare 

20 wird eine kleine Blutmenge (2) in daftir vorgesehene 
Felder (3a bis c^getropft. 

Die Fig. 1 a und 1 b zeigen eine in Querrichtung perfo- 
rierte Endlosplastikfolie (4), die Aussparungen (5) auf- 
weist, die mit saugfahigem Material, vorzugsweise Fil- 

25 terpapierscheibchen (6). die einen Proteine, Protein- 
strukturen und Nukleinsauren stabilisierenden Zusatz 
aufweisen, zugeklebt sind (Fig, lb) und zusammen das 
Feld (3a) bilden. Die Aussparungen (5) werden auf die 
GroBe der entsprechenden, bei der Analyse verwende- 

30 ten Objekttragermasken abgestimmt und haben vor- 
zugsweise einen Durchmesser von 3 mm. 

Die Filterscheibchen (6) besitzen dann vorzugsweise 
einen Durchmesser von ca. 5 mm. Die Ober- und Unter- 
seite der Vorrichtung kann gewiinschtenfalls jeweils 

35 durch eine abziehbare Deckfolie (7) geschiitzt sein, wel- 
che beispielsweise in Richtung der Pfeile (8) abziehbar 
ist. Die Blutprobe wird auf die entsprechenden Felder 
(3a) getropft und dann getrocknet. Bei der spater erfol- 
genden Analyse wird die Vorrichtung zur Durchfiihrung 

40 des erfindungsgemaBen Verfahrens direkt auf den Ob- 
jekttrager (9) gelegt in der Weise, daB die Vertiefungen 
(10) des Objekttragers mit den entsprechenden Feldern 
(3a) in eine coaxiale Anordnung, vorzugsweise Deckung 
gebracht werden. Vorher muB selbstverstandlich die ge- 

45 gebenenfalls vorhandene abziehbare Folie (7) entfernt 
worden sein. Danach wird mittels eines geeigneten Puf- 
fers das Filterscheibchen eluiert. 

In Abbildung 2 ist die das zur Probeaufnahme be- 
stimmte Feld (3Z?,I tragende Schicht vorzugsweise ein in 

so bestimmten Abschnitte quer perforierter Endlospapier- 
streifen (11), der mit Ausnahme der vorzugsweise rund 
ausgestalteten Felder (3b) mit einem hydrophoben Ma- 
terial impragniert ist, wobei das hydrophobe Material 
das Papier durchdringt und beide Oberflachen bedeckt. 

55 Das hydrophobe Material wird beispielsweise mittels 
Druckverfahren aufgebracht. Der Papierstreifen (11) 
kann beispielsweise aus Papier der Giite 3MM der Fir- 
ma Whatman bestehen, einen Proteine, Proteinstruktu- 
ren und Nukleinsauren stabilisierenden Zusatz aufwei- 

60 sen und ebenfalls mit Plastikdeckfolien geschiitzt wer- 
den. 

Die Abbildung 3 zeigt schematisch eine weitere be- 
vorzugte Ausgestaltung der Vorrichtung zur Durchfiih- 
rung des erfindungsgemaBen Verfahrens, wobei die die 
b5 zur Aufnahme der Blutprobe bestimmten Felder (3c) 
tragende Schicht ein in bestimmten Abschnitten in 
Querrichtung perforierter Endlospapierstreifen (12) ist, 
und die vorzugsweise in runder Form ausgestalteten 
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Felder (3c)durch eine aus hydrophobem Material beste- 
hende Linie (13) vorzugsweise kreisfSrmig begrenzt 
sind. Das hydrophobe Material muB dabei sowohl ober- 
f lachlich auf dem Papierstreifen (12) aufgebracht sein als 
auch den Papierstreifen an den markierten Stellen 5 
durchdringen. Das hydrophobe Material ist vorzugswei- 
se ein hydrophobes Druckmaterial. Die GroBe der Fel- 
der (3b und 3c) sind auch bei den entsprechenden Aus- 
fflhrungsformen so abgestimmt, daB sic mit den Vertie- 
fungen (10) der jeweils verwendeten Objekttrager (9) 10 
zur Deckung gebracht werden konnen. 

Eine weitere bevorzugte Ausfiihrungsform der Vor- 
richtung zur Durchfuhrung des erfindungsgemaBen 
Verfahrens besteht aus einem Laminat aus 

15 

a) einer oberen hydrophoben Folie mit Aussparun- 
gen, 

b) einer unteren hydrophoben Folie mit zu den 
Aussparungen der oberen Folie coaxialen Ausspa- 
rungen, 20 

c) einem dazwischen liegenden saugfahigen Mate- 
rial, das allseitig iiber die Kanten der Aussparungen 
der Folien herausragt, einen Proteine, Protein- 
strukturen und Nukleinsauren stabilisierenden Zu- 
satz aufweist und 25 

d) gegebenenfalls einer oberen und/oder unteren 
abziehbaren Deckfolie, die auf der oberen und/ 
oder unteren hydrophoben Folie aufgebracht ist. 

Eine weitere Vorrichtung zur Durchfuhrung des er- 30 
findungsgemaBen Verfahrens kann bestehen aus einer 
streifenformigen Folie, auf die in Abstanden Stiicke aus 
saugfahigem Material, das einen Protein, Proteinstruk- 
turen und Nukleinsauren stabilisierenden Zusatzt auf- 
weist, aufgebracht sind, oder einer stabchenformigen 35 
Anordnung, an deren Enden sich das saugfahige Materi- 
al befindet. 

Die Breite der streifenformigen Folie, die mit den 
Stiicken eines saugfahigen Materials versehen ist, be- 
stimmt die Anzahl der gewtinschten Untersuchtungen. 40 

Die Vorrichtungen zur Durchfuhrung des erfindungs- 
gemaBen Verfahrens konnen entweder in Stiicken oder 
als lange, aufrollbare Streifen vorliegen. 

Die Abbildung 4 zeigt eine besonders bevorzugte 
Ausfuhrungsform der Vorrichtung zur Durchfuhrung 45 
des erfindungsgemaBen Verfahrens bestehend aus ei- 
nem Plastikstreifen (14), auf den in der Nahe des einen 
Endes Filterpapierstucke aufgeklebt sind. In einer be- 
sonders bevorzugten Ausfuhrungsform ist der Streifen 
79 mm lang, 5 mm breit und 0,1 mm dick. Das Filterpa- 50 
pier (15) hat dann vorzugsweise die GroBe 
20 mm x 5 mm x 2 mm und ist getrankt mit einer L6- 
sung von beispielsweise 30% Saccharose und 0,1% Na- 
triumazid. Dieser Filterstreifen ist insbesondere zur 
Aufnahme von Blut fiir die Auswertung von Trocken- 55 
blutproben geeignet 

Die Abbildung 5 zeigt stark schematisiert, wie das 
Elutionsverfahren durchgefUhrt wird. Man verwendet 
dazu eine Schablone, vorzugsweise in Postkartenfor- 
mat, die eventuell magnetisierbart ist. Die Schablone eo 
(16) weist eine groBere rechteckige Aussparung (17) auf, 
die vorzugsweise etwas groBer als ein zur Untersu- 
chung eingesetzter Objekttrager ist. Onter der Ausspa- 
rung (17) sind zeilenartig untereinander in zwei Zeilen 
jeweils sechs quadratische Aussparungen (18) angeord- 65 
net. Das Feld mit den quadratischen Aussparungen (19) 
ragt nicht iiber die langeren Seiten der rechteckigen 
Aussparung (17) hinaus. Wie die Abbildung 5 (a) zeigt, 



wird die Ruckseite der Platte dadurch definiert, daB 
Uberlappend fiber das Feld mit den quadratischen Aus- 
sparungen (19) eine selbstklebende Folie befestigt wird, 
dergestalt, daB die klebrige Schicht zur Vorderseite der 
Schablone (16) zeigt 

Die Abbildung 5 (b) zeigt nun in perspektivischer 
Darstellung die Vorderseite der Schablone mit der Aus- 
sparung (17) und den quadratischen Aussparungen (18), 
die durch die selbstklebende Folie (20) verschlossen sind 
und kleine Vertiefungen bilden. Der Teststreifen (14) 
wird nun so angeordnet, daB er mit dem den saugfahi- 
gen Trager (15) tragenden Ende genau in die Ausspa- 
rung (17) paBt und an seinem freien Ende mittels der 
Klebefoiie, die den Boden der quadratischen Ausspa- 
rungen (18) bildet. fixiert wird (siehe Pfeile). Der saugfa- 
hige Trager (15) weist selbstverstandlich zur Ruckseite 
der Schablone. In der Abbildung 5 (c) sind drei Teststrei- 
fen (14) gezeigt, die mit den den saugfahigen Trager 
tragenden Enden in die rechteckige Aussparung (17) 
weisen und am anderen Ende durch die Klebefoiie am 
Boden der quadratischen Aussparung fixiert sind. Die 
Abbildung 5 (c) zeigt die Vorderseite der Anordnung. 
Die Abbildung 5 (d) zeigt die Anordnung der Abbildung 
5 (c) von der Ruckseite her gesehen. Die saugfahigen 
Trager (15) der Teststreifen (14) ragen in die Ausspa- 
rung (17) hinein. Unter der rechteckigen Aussparung 

(17) befindet sich der nicht klebende Teil der Klebefoiie 
(20), der das Feld mit den quadratischen Aussparungen 

(18) uberlappend uberdeckt. Die Abbildung 5 (e) zeigt 
wiederum von der Vorderseite eine Anordnung, in der 
durch parallel zur langeren Seite der Aussparung (17) 
angeordnete Magnetstreifen (21) eine weitere Stabili- 
sierung der Teststreifen gegen eventuelles Verrutschen 
ermoglicht wird. In die rechteckige Aussparung (17) ist 
nun ein Objekttrager (22) geschoben. Der Objekttrager 
(22) weist in zwei Reihen je sechs Vertiefungen auf, 
deren Positionen mit romischen Ziffern gekennzeichnet 
sind. 

Bevor die Proben aus dem saugfahigen Trager (15) 
des Teststabchens (14) in die entsprechenden Positionen 
II/VIII, III/IX und IV/X eluiert werden, mussen die 
saugfahigen Trager (14) jeweils mit 25 u.1 Verdiinnungs- 
puffer beschichtet und fiir zwei Stunden bei 37°C in 
einer feuchten Kammer inkubiert werden (dies ent- 
spricht der Verfahrensstufge, die in Abbildung 5 (d) de- 
monstriert ist). Danach werden Proben in die entspre- 
chenden Vertiefungen in dem Objekttrager transferiert, 
in dem zuvor 10 u.1 Verdunnungspuffer pipettiert wur- 
den. Lediglich die Auftragsstellen I und VII erhalten je 
10 u.1 des entsprechenden, z. B. HIV-positiven' Kontroll- 
serums. 

Die Abbildung 6 demonstriert das Verhalten der rela- 
tiven Fluoreszenz von Proben, die aus vorbehandelten 
bzw. unbehandelten saugfahigen Tragern isoliert wur- 
den im Immunfluoreszenztest auf Anti-HIV-Antikorper. 
Die Proben stammten jeweils aus HIV-positivem BluL 
1m einzelnen wird die zeitliche Abhangigkeit der relati- 
ven Fluoreszenz von Proben, die 

a) aus unbehandeltem saugfahigen Trager (O — O) 

b) aus mit 30%iger Saccharose/0.1 %igem Natrium- 
azid ( A — A ) behandeltem saugfahigen Trager 

c) aus nur mit 0,1 %igem Natriumazid (□ — □) be- 
handeltem saugfahigen Trager sowie 

d) aus mit 50 mM EDTA (• — •) behandeltem 
saugfahigen Trager eluiert wurden, 

demonstriert. Auch nach 14 Tagen hat sich die relative 
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Fluoreszenzt der Probe, die aus mit der Zuckerlosung 
behandeltem saugfahigcn Trager stammt, kaum veran- 
dert, wahrend die relative Fluoreszenz der anderen Pro- 
ben auf 20 bis etwas untcr 40% abgesunken isL Die 
Immunfluoreszenzmessung wurdc jeweils gegenuber 5 
einer Kontrolle, die bci 4"C gelagert worden war, 
durchgefuhrt. 

Die Verwendung eines saugfahigen Tragers, der ei- 
nen Proteine, Proieinstrukturen und Nukleinsauren sta- 
bilisierenden Zusatz enthalt. ermoglicht eine exakte Er- 10 
fassung von diagnostischen Parametern bei der Unter- 
suchung von getrockneten Korperflussigkeiten auch 
nach langerer Lagerzeit bei hoheren Temperaturen. 

Durch das erfindungsgemaBe Verfahren werden Un- 
tersuchungen bestimmter Parameter getrockneter Kor- 15 
perfliissigkeiten, wic Blut, Urin, Liquor odcr Sckretc, in 
besonders vorteilhafter Weise ermdglicht. Die Vorteile 
des erfindungsgemaQen Verfahrens werden am Beispiel 
des AIDS-Tests erlautert: 

Es werden Serodiagnosen zum Beispiel auf Antikor- 20 
per gegen HIV, aus Trockcnblut stammend. moglich, 
welche 

— problemlos durcli Hilfspcrsonal erfolgen kon- 
nen, 25 

— wobei der Postversand sicher, billig und ohne 
Bruchgefahr von GefaBen vonstatten gehen kann, 

— wobei die Proben die lange Zeit des Versand- 
weges bei auftretenden hohen Temperaturen ohne 
Schadigung iiberstehen, 30 

— wobei das Probenmaterial in groBer Stuckzahl 
durch "Massenscreening" auch in medizinisch un- 
terversorgten Gebieten moglich wird, 

— wobei die Auswertung durch Fachpersonal in 
zentralen Laboreinheiten erfolgen kann und die ge- 35 
fahrliche Selbstbeurteilung bei "dip stick"-Tests 
vermieden werden kann sowie 

— anonyme Tests erleichtert werden. 

Die nativ eluierten Proteine konnen mit unterschied- 40 
lichsten MeBverfahren bestimmt werden wie ELISA- 
Techniken, Immunfluorcszcnztcchniken. RIA, EIA, FIA, 
Western blot etc. 

Die Erfindung wird anhand der folgenden Beispiele 
naher erlautert: 45 

Beispiel 1 

Zur Praparation des zur Aufnahme der KOrperflOs- 
sigkeiten, insbesondere Blut, geeigneten Filters verwen- 50 
det man eine Plastikfolie mit Lochern von 3 mm Durch- 
messer im Objekttragermaskenformat, wobei 3MM Fil- 
ter (zum Beispiel der Fa. Whatman. Durchmesser 5 mm 
oder Fa. Macherey & Nagel. MN 440 oder MN 827, 
Durchmesser 5 mm) auf die Lochrander geklebt sind. Es 55 
konnen aber auch Filter aus steifem Papier zum Einsatz 
kommen, vorzugsweise mit Objekttragerformatierung, 
bei der entweder die gesamte Maske plastifiziert oder 
hydrophobicrt wurdc oder die Filterscheibchenmarkie- 
rung mit hydrophobem, das Filter durchdringendem 60 
Druckmaterial aufgebracht wurde. Als weitere bevor- 
zugte Anwendungsform konnen Plastikstreifen verwen- 
det werden, vorzugsweise aus hydrophobem Material, 
auf die runde oder eckige Filterpapierplattchen aufge- 
klebt sind. Als Filterpapier werden die oben genannten 65 
Qualitaten bevorzugL Als besonders geeignet fur eine 
Einzelanalyse haben sich schmaleTeststreifen, wie sie in 
der medizinischen Diagnostikgebrauchlich sind, heraus- 



gestellt. Dabei werden vorzugsweise auf einem 5 oder 
6 mm breiten Plastikstreifen die eckigen, vorzugsweise 
quadratischen oder runden Papierfilter im Abstand der 
Objekttrager- Lochpositionen auf geklebt. Das Filterpa- 
pier wird vor dem Klebevorgang mit einer zuckerhalti- 
gen Losung getrankt. Dabei wird vorzugsweise eine 
30%igc Losung von Saccharose und 0.1% NaNi ver- 
wendet. Das Papier nimmt dabei in etwa die Losungs- 
menge seines Eigengewichtes auf. Das entspricht ca. 15 
bis 30 |il pro 5 mm x 20 mm Filter je nach gewahlter 
Papierqualitat. Der gesattigte Filter wird sodann ge- 
trocknet und ist fur den Aufklebevorgang prapariert. 
Soli auf dem Objekttrager eine weitere Testreihe, zum 
Beispiel mit HIV-mfizierten Zellen, installiert werden, 
werden auf dem Streifen entsprechend drei Filter im 
Lochabstand dcsObjckttragcrs aufgebracht 

Der Teststretfen wird fur die Analyse mit der Filter- 
seite so auf die Lochpositionen positioniert, daG bis zu 
sechs Streifen parallel iiber dem Zellrasen eluiert wer- 
den konnen. Die uberstehenden Enden der Streifen ste- 
hen fur Zwecke der korrekten Positionierung und einer 
Kodierung zur Verfugung. 

Als zu untersuchendes Vollblut dient durch Punkion 
gewonnenes Kapillarblut. Ca. 10 u.1 Blut werden auf ein 
Filterpapierplattchen (beispielsweise Papierqualitaten 
wie 3MM Papier, Fa. Whatman oder Nr. MN 440 oder 
MN 827, Fa. Macherey & Nagel) von 5 mm Durchmes- 
ser gegeben und dort getrocknet. Diese getrockneten 
Blutproben konnen uber einen Zeitraum von mehreren 
Tagen bis zu Wochen sogar bei Temperaturen von 50° C 
gelagert werden. 

Vor einer Elution der Antikorper wird das Filter vor- 
zugsweise fur mindestens zwei Stunden in einer feuch- 
ten Kammer bei 37° C mit 30 u.1 PBS/1% BSA rekonsti- 
tuiert Das Filterpapier darf hierbei nicht auf einer saug- 
fahigen Unterlage liegen, sondern muB zum Beispiel auf 
Glas oder Parafilm gelagert sein, urn Vermischungen 
der einzelnen Positionen zu vermeiden. Auf die Auf- 
tragsstellen des Objekttragers werden 10 u.1 PBS/1% 
BSA gegeben. AnschlieBend wird jedes Filter direkt auf 
eine Auftragstelle gelegt und mit 20 ul PBS/BSA uber- 
schichtet. Die Elution/Bindung der Antikorper erfolgt in 
einer feuchten Kammer bei 37° C in 30 Minuten. An- 
schlieBend werden die Objekttrager vorzugsweise mit 
PBS abgespult und fur 5 Minuten in PBS, das auf 37" C 
temperiert ist, gewaschen. Nach kurzem Abspulen der 
Objekttrager mit Aqua bidest. werden die Objekttrager 
getrocknet. Nach dem Trocknen der Objekttrager wer- 
den samtliche Auftragsstellen mit 10 u.1 FITC-markier- 
tem Sekundarantikorper beschichtet. Die Objekttrager 
werden fur 30 Minuten in einer feuchten Kammer inku- 
biert und dann gewaschen, wie im folgenden Beispiel 
beschrieben. 

Beispiel 2 

Nach der Inkubation der Probe mit Sekundarantik6r- 
pern (siehe Beispiel 1) wird wie folgt verfahren: Die 
Menge des gebundenen Sekundarantikorpers ist abhan- 
gig vom, anti-HIV-Antikorpergehalt der Serumprobe. 
Nicht gebundene Sekundarantikorper werden durch 
Waschen entfernt Zellgebundfene Fluoreszenz wird im 
Fl uo reszenzmikroskop nachge wies en. 

Als Reagentien werden benotigt: 
Phosphatgepufferte Saline 
Rinderserumalbumin 

Antikorper-FITC-Konjugat (Fluorescein Isothiocyanat) 
Glycerin 
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Herstellung der Losungen 

I Phosphatgepufferte Saline: 

6g NaCl, 1,8 g K 2 HP0 4 x 3H z O und 0,27 g 
KH2PO4 in 1 Liter aqua bidesL losen. 

II Probenpuffer: 

0,5 g Rinderserumalbumin in 50 ml Losung I lo- 
sen. 

III Antikorper-FITC-Konjugat: 

1 Volumenteil des anti-IgG-Antikdrper-FITC- 
Konjugats mit 40 Volumenteilen Losung II mi- 
schen. 

IV Eindecklosung: 

9 Volumenteile Glycerin mit 1 Volumenteil Lo- 
sung I mischen. 

Zur Probenvorbereitung werden 1 Volumenteil Pro- 
bandenserum mit 9 Volumenteilen Losung II gemischt. 

Der Test wird bei Raumtemperatur, 18 bis 25° C, aus- 
gefuhrt: 

— 10 Mikroliter verdunntes Probandenserum sind 
auf eine Auftragsstelle, die infizierte Zellen enthalt, 
aufzutropfen. Ebenfalis 10 Mikroliter sind auf die 
dariiberliegende Auftragstelle, die nicht infizierte 
Zellen enthalt, zu pipettieren. Auf jedem Objekttra- 
ger sind zwei Positionen fur ein Positivserum und 
ein Negativserum als Kontrollen vorgesehen. Der 
Objekttrager wird in einer feuchen Kammer fur 30 
Minuten bei 37° C inkubiert. 

— AnschlieBend wird der Objekttrager fur 5 Mi- 
nuten in 50 ml Losung I gewaschen. Dieser Wasch- 
vorgang ist einmal zu wiederholen. Der Objekttra- 
ger wird sodann an der Luft getrocknet. 

— 15 Mikroliter Antikorper-Konjugat (Losung 
III) sind auf die Auftragsstellen zu pipettieren. Der 
Objekttrager wird dann in einer feuchten Kammer 
fur 30 Minuten bei 37° C inkubiert. 

— Der Objekttrager wird anschlieBend far 5 Mi- 
nuten in 50 ml Losung I gewaschen. Dieser Wasch- 
vorgang ist einmal zu wiederholen. Der Objekttra- 
ger wird sodann an der Luft getrocknet. 

— 5 Mikroliter Losung IV sind auf die Auftrags- 
stellen zu pipettieren und diese mit Deckglaschen 
abzudecken. Der Objekttrager wird im Fluores- 
zenzmikroskop bei einer GesamtvergrdBerung von 
200 x unter Verwendung der Filterkombination 
fur Fluorescein-Isothiocyanat untersuchL Als posi- 
tiv und damit indikativ fur die Prasenz von anti- 
HIV-Antikorpern werden solche Fluoreszenzer- 
scheinungen gewertet, die ringformig an den infi- 
7ierten Zellen auftreten. 

Wird mit einem Serum eine Fiuoreszentfarbung so- 
wohl an infizierten als auch an nicht infizierten Zellen 
erhalten, muB davon ausgegangen werden, daB das Se- 
rum kreuzreagierende Antikorper enthalt, die nicht mit 
einer H!V-Infektion korrelicren. 

Beispiel 3 

Sehsittvitatsuntersuchung mit seriell verdunntem, 
HIV-positivem Blut 

Zur Bestimmung des Effektes von Sucrose auf die 
Stabilisierung von Antikorpern in getrocknetem Blut 
wurden mehrere Proben von I UV-positivem Blut in 
Verdiinnungsrcihen auf unbehandelte sowie Sucrose- 
behandelte Filter gegeben und mit dem Immunfluores- 



zenztest auf anti-HIV-Antikorper untersucht Durch die 
Untersuchung in Verdunnungsreihen laBt sich der Ab- 
bau von Antikorpern in einer Abnahme des Fluores- 
zenzsignals quantitativ verfolgen. 

i Die Blutentnahme von 1 1 HIV-seropositiven Patten- 
ten erfolgte in der Universitiitsklinik Dusseldorf (Kali- 
um/EDTA-Blut). Eine VerdQnnungsreihe mit Blut eines 
seronegativen Probanden wurde am nachsten Tag an- 
gefertigt: 10 u.1 HtV-Blut zu 90 uJ Blut pipettiert (1 : 10), 

1 gemischt, 10 u.1 hiervon zu 90 u.1 Blut pipettiert (1 : 100), 
gemischt, \0\i\ hiervon zu 980 p.1 Blut pipettiert 
(1 : 1000). Jeweils 20 u.1 unverdiinnten bzw. 1 : 10. 1 : 100 
oder 1 : 1000 verdunnten Blutes wurden auf je ein nicht- 
stabilisiertes und ein Sucrose-stabilisicrtes Filter gege- 

i ben und iiber Nacht getrocknet. Nach 7 Tagen wurden 
die Filter gemaB Protokoll zur Auswertung von Trok- 
kenblutstreifen im Immunfluoreszenztest (lF-Test) un- 
tersucht. 

> 1. Elution ausTrockenblutfiltern 



Stabilisierte Filler: 



25 


Patient 


unverd. 


1 : 10 


1 :100 


1 : 1000 




1 


+ + + 


4-4- 


4- 






2 


+ + + 


4-4-4- 


4- 4- 




30 


3 


+ + + 


4-4-4- 


4-4- 


4- 




4 


+ + + 


4- 4- 


4- 






5 


+ + 


4- 








6 


+ + + 


4- 4- 


4- 






7 


+ + + 


4-4-4- 


4-4- 




35 


8 


+ + + 


4-4-4- 


4- 






9 


+ + + 


4-4-4- 


4-4- 


4- 




10 


+ + + 


4-4-4- 


4- 4- 






11 


+ + 


4- 






40 
















Nicht-stabilisierte Filter: 






Patient 


unverd. 


1 : 10 


1 : 100 


1 : 1000 


45 














1 


+ + + 


4-4- 


4- 






2 


+ + + 


4-4-4- 


4- 4- 






3 


+ + + 


4-4-4- 


4-4- 


4- 




4 


+ + + 


4-4- 


4- 




50 


5 


+ + 


4- 








6 


+ + + 


4- 4- 


4- 






7 


4+4- 


4-4-4- 


4- 4- 






8 


4-4-4- 


4-4-4- 


4- 






9 


4-4-4- 


4-4-4- 


4- 4- 


4- 


55 


10 


4-4-4- 


4-4-4- 


4- 4- 






11 


4- 4- 


4- 







Wie aus den Tabellen ersichtlich ist, besteht bei einer 
so sich unmittelbar an die Blutentnahme anschlieBenden 
Probenauswertung kein Unterschied zwischen stabili- 
sierlen und nichl-stabilisicrtcn Filtcrn. 

2. Elution ausTrockenblutfiltern nach 7 Tagen 
65 Lagerung bei 37° C 

Die Filterstreifen wurden nach der ersten Elution an 
der Luft getrocknet und fur 7 Tage bei 37°C gelagert. 
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AnschlieBend wurden analog zur ersten Untersuchung 
dieselben Filterstreifen erneut im HIV-Test untersucht. 

Stabilisierte Filter: 
Patient unverd. 1:10 1:100 1:1000 



1 


+ + + 


+ + 




2 


+ + + 


+ + + 


+ + 


3 


+ + + 


+ 4- + 


+ + 


4 


+ + + 


+ + 


+ 


5 


+ + 


+ 




6 


+ + + 


+ + 


+ 


7 


+ + + 


+ + + 


+ 


8 


+ + + 


+ + + 




9 


+ + + 


+ + + 


+ + 


10 


+ + 4- 


+ + + 


+ 


11 


+ + 


+/- 





Nichl-stabilisierte Filter: 



1 


+ + + 




2 


+ + + 


+ + + 


3 


+ + + 


+ + + 


4 


+ + + 


+ + 


5 


+ + 




6 


+ + + 


+ + 


7 


+ + + 


+ + + 


8 


+ + + 


+ + + 


9 


+ + + 


+ + + 


10 


+ + + 


+ + + 


11 


+ + 





Im direkten Verglcich zu Objekttragern aus dcr er- 40 
sten Elution zeigte sich nach einer einwochigen Lage- 
rung der stabilisierten Filter lediglich in der letzten Ver- 
diinnungsstufe eine geringe Signalabschwachung. Die 
nicht-stabilisierten Filter hingegen wiesen nach einer 
einwochigen Lagerung einen deutlichen Abfall in der 45 
Menge an nachzuweisenden Antikorpern auf. 



50 



60 



65 
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